





















































prevalent  variant, with  the majority  of  cases  classifying  as  the  adenocarcinoma  subtype. 
Advances in molecular diagnostics have revealed driving mutations in some tyrosine kinase 
receptors  (TKRs),  such  as  the  EGF  receptor  (EGFR).  Other  TKRs  like  the  IGF‐I  receptor  
(IGF‐1R) have been  implied  in NSCLC  carcinogenesis. Consequently,  treatment  strategies 
have evolved to  include  inhibitors against these TRKs (tyrosine kinase  inhibitors, TKIs), but 
only with temporal benefit for the patient. Evidence pointing towards an  important role of 
IGF‐1 signaling  in  the evasion of  inhibition of EGFR  lead  to double  inhibition of EGFR and 





pathway  interaction  and  find  causes  for  the  failure  of  clinical  combination  treatment. To 
generate meaningful  quantitative  data  for  the  phenotypical modeling  of  cell  behavior,  I 
established  partly  novel  evaluation  algorithms  for  2D migration  (in  cooperation with  the 
group of Dr. F. Matthäus) and 3D invasion (in cooperation with the group of Dr. D. Drasdo). 
In cooperation with the group of Prof. T. Höfer  I could successfully establish a  first unified 
ODE model of EGFR and  IGF‐1R  signaling  in NSCLC cells  from quantitative  time  resolved 
pathway activation data. Even  though microarray analysis of EGF  stimulated NSCLC  cells 
revealed  upregulation  of  migration  associated  genes,  phenotypical  assays  showed  that 
NSCLC cell migration was dependent on a more complex signaling environment than double 
stimulation with EGF and IGF‐1. On the other hand, I was able to show rescue of the NSCLC 
migratory  behavior  by  IGF‐1  stimulation  after  EGFR  inhibition  in  a  full medium  setting, 






The  data  presented  here  and  the  associated  computational  evaluation  algorithms  and 
models  will  serve  as  the  basis  for  the  integrated  multiscale  modeling  of  the  complex 
conditions  governing  NSCLC  migration  and  the  relevant  cell  signaling.  Thus  my  work 
constitutes  an  important  contribution  towards  understanding  the  intricate  signaling 





Lungenkrebs  ist  verantwortlich  für  die meisten  krebsbedingten  Todesfälle  weltweit, mit 
50.000 neuen Fällen pro Jahr in Deutschland und 220.000 in den USA. Das nicht‐kleinzellige 
Lungenkarzinom  (non‐small  cell  lung  cancer,  NSCLC)  ist  die  am  weitesten  verbreitete 
Variante, wobei die Mehrzahl aller Fälle als Adenokarzinom klassifiziert wird. Fortschritte in 
molekularer  Diagnostik  führten  zur  Entdeckung  von  Driving‐Mutationen  in  Rezeptor‐
Tyrosinkinasen  (RTKs) wie dem EGF Rezeptor  (EGFR) während  andere RTKs wie der  IGF‐1 
Rezeptor  (IGF‐1R) mit der NSCLC Karzinogenese  in Verbindung gebracht wurden. Folglich 
entwickelten  sich Behandlungsstrategien, die  Inhibitoren gegen diese RTKs  (Tyrosinkinase 
Inhibitoren,  TKIs)  beinhalten,  aber  nur  vorrübergehende  Verbesserungen  für  Patienten 
bewirken. Aufgrund von Untersuchungen deren Ergebnisse auf eine prominente Rolle des 
IGF‐1  Signalweges  beim  Umgehen  der  EGFR  Inhibierung  hinweisen,  wurden 
Doppelinhibierungen von EGFR und IGF‐1R  in klinischen Studien getestet. Die Phase I‐ und 
II‐  Studien  lieferten  erfolgsversprechende  Ergebnisse,  aber  eine  Phase  III‐Studie  konnte 
keine  Verbesserung  für  progressionsfreies  Überleben  nach  12  Wochen  als  primärem 
Endpunkt erreichen.  
In  meinem  Projekt  verfolgte  ich  einen  system‐biologischen  Ansatz,  um  die  Rolle  der 
dynamischen  Netzwerke  zwischen  den  EGFR  und  IGF‐1R  Signalwegen  im  NSCLC  zu 
untersuchen. Ziel war es, die Effekte diese Interaktionen besser zu verstehen, um Gründe für 
den  Misserfolg  der  Kombinationsbehandlung  in  der  Klinik  zu  finden.  Um  brauchbare 
quantitative Daten  für  die Modellierung  von  phänotypischem  Zellverhalten  zu  gewinnen, 
etablierte ich zum Teil neue Evaluierungsalgorithmen für 2D‐Migration (in Zusammenarbeit 
mit der Gruppe von Dr. F. Matthäus) und 3D‐Invasion  (in Kooperation mit der Gruppe von  







induziert  wurden,  zeigten  phänotypische  Versuche  dass  die  NSCLC  Zellmigration  von 
komplexeren  Signalvorgängen  als  der  einfachen  Stimulation  mit  EGF  und/oder  IGF‐1 
abhängt.  Andererseits  konnte  ich  zeigen,  dass  Stimulation mit  IGF‐1  die  Reduktion  der 
Migration  von NSCLC  Zellen  nach  EGFR  Inhibierung  teilweise  aufheben  kann, wenn  den 
Zellen  Vollmedium  zur  Verfügung  steht.  Dies  unterstreicht  die  wichtige  Rolle,  die  die 
Interaktion zwischen diesen beiden Wachstumsfaktoren  in Bezug auf Streuung von NSCLC 
Zellen  spielt. Die Migrationsdaten,  die  ich  hier  erhob, werden  zurzeit  in  der Gruppe  von  
Dr. F. Matthäus bei der Entwicklung eines agenten‐basierten Modells der NSCLC Migration 
verwendet.  
Die  hier  präsentierten  Daten  und  die  assoziierten  computergestützten 
Evaluationsalgorithmen  und  Modelle  werden  als  Grundlage  für  integrierte 















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































ADC        Adenocarcinoma 
AKT        v‐akt murine thymoma viral oncogene 
ALK        Anaplastic lymphoma kinase 
AREG        Amphiregulin 
ATCC        America Type Culture Collection 
ATP        Adnosine triphosphate 
B2M        Beta‐2 microglobulin 
bp        Base pair 
Braf        v‐Raf murine sarcoma viral oncogene homologue B1 
cDNA        Complementary DNA 
CREB        cAMP response element binding protein 
DMEM        Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
ECM        Extracellular matrix 
EGF        Epidermal growth factor 
EGFR        Epidermal growth factor receptor 
EMT        Epithelial mesenchymal transition 
ERK        Extracellular‐signal‐regulated kinases 
FACS        Fluorescence‐activated cell sorting 
FAK        Focal adhesion kinase 
FCS        Fetal calf serum 
GO        Gene ontology 
HB‐EGF      Heparin‐binding EGF 
HCC        Hepatocellular carcinoma 
HNSCC       Head and neck squamous carcinoma 
IGF‐1        Insulin‐like growth Factor‑1 
IGF‐2        Insulin‐like growth Factor‑2 
IGF‑1R        Insulin‐like growth Factor‑1 Receptor 
IHC        Immunohistochemical staining 
Iκ‐K        Inhibitor kappa B protein kinase 
JAK2        Janus kinase 2 
KRas        V‐Ki‐Ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homologue 
LCC        Large cell lung carcinoma 
MDM2        Murine double minute 2 
MEK1        Mitogen‐activated protein kinase kinase‐1 
MEM        Minimal essential medium 





MS        Mass spectrometry 
mTOR        Mechanistic target of rapamycin 
mut        Mutant 
NEAS        Non‐essential amino acids 
NF κB        Nuclear factor 'kappa‐light‐chain‐enhancer' of activated B‐cells 
NSCLC        Non‐small cell lung cancer 
ODE        Ordinary differential equation 
OS        Overall survival 
PBS        Phosphate‐buffered saline 
PCA        Principal component analysis 
PI        Propidium Iodide 
PIP2        Phosphatidylinositol‐4,5‐bisphosphate 
PIP3        Phosphatidylinositol‐3,4,5‐trisphosphate 
PFS        Progresssion free survival 
PTB        Phosphotyrosine binding domain 
PTEN        phosphatase and tensin 
qRT‐PCR      Quantitative real‐time PCR 
SCC        Squamous cell carcinoma 
SCLC        Small cell lung cancer 
SD        Standard deviation 
SH2        SRC homology 2 domain 
Shc        SH2 domain containing protein 
siRNA        Short interfering RNA 
STAT3        Signal transducers and activators of transcription 3 
SOS        Son of sevenless 
TGF‑β        Transforming growth factor β 
TKI        Tyrosine kinase inhibitor 
TKR        Tyrosine kinase receptor 
wt        Wild‐type 
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(e.g. permetrexed  for ADC)  is  linked  to  the histological  type. This  stratification has  led  to 
minor  increases  in median survival  from 8  to 12 months and  longer  in clinical studies  (e.g. 
shown by Sandler  et  al.8). Still,  to date,  traditional  chemotherapy  approaches,  even with 
third  generation  drugs  such  as  paclitaxel,  leave  much  to  be  desired  concerning  overall 
survival (OS) and progression free survival (PFS). 
Discovery of driving mutations  in TKRs has  fostered hope  for new  treatment options  that 
can on the one hand circumvent the adverse side effects of platin‐based chemotherapy, but 
more  importantly  offer  new  and  improved  approaches  to  handle  inoperable  cases. 
Consequently,  treatment  strategies have evolved  to  include  inhibitors against  these TKRs 
(tyrosine kinase inhibitors, TKIs), which in some cases lead to stark increases in OS from few 
months  under  conventional  chemotherapy  to  over  two  years  under  TKI  treatment,  for 
patient groups which carry the relevant mutations (see Figure 3).9 
 




this,  the  most  prominent  being  the  acquisition  of  secondary  mutations  that  confer 
resistance  on  the  receptor  level  (e.g.  the  T790M  mutation  in  the  EGFR10),  but  also 
phenotypic transformation like epithelial mesenchymal transition (EMT) or transformation to 



















































































































































































































































































































































































































































































protein  kinase  kinase‐1  (MEK1).15,17,18  MEK1  phosphorylates  extracellular‐signal  regulated 
kinases (ERK) 1 and 2 at specific threonine (T) and tyrosine (Y) residues.19 Activated ERK1 and 
ERK2 act as S/T kinases and further activate a variety of substrates by phosphorylation.15,17‐19 
ERK1/2  has many  downstream  targets  and  can  regulate  its  own  activation  by  acting  on 
upstream  substrates  in  feedback  loops.20 Consequently, ERK 1/2  is part of many  signaling 
pathways and can cross‐activate others. For example, ERK activated p90Rsk1 can activate 
the cAMP response element binding protein (CREB) transcription factor.21 
To  date,  the  number  of  identified  ERK1/2  targets  lies  in  the  hundreds.  Through  these, 
ERK1/2  is  involved  in processes  like cell cycle progression22 and extracellular matrix  (ECM) 
density23. With regard to migration, especially expression of slug protein, has been shown by 
Chen et al.24 to be regulated by ERK1/2 in breast cancer. Additionally, ERK1/2 is involved in 
cell migration  by  directly  activating  calpains  and  the  focal  adhesion  kinase  (FAK),  among 
others.25 
The PI3K/AKT/mTOR signaling pathway 
The  phosphatidylinositol  3  kinase  (PI3K)  pathway  is  also  a  central  node  in  the  cellular 
signaling network (Figure 5). Upon activation by phosphorylated TKRs, the p110 subunit of 
PI3K  phosphorylates  phosphatidylinositol‐4,5‐bisphosphate  (PIP2)  to  generate  the  active 
second messenger phosphatidylinositol‐3,4,5‐trisphosphate (PIP3), which recruits AKT to the 
plasma membrane, resulting in its phosphorylation and thus its activation. AKT itself is a S/T  
kinase  that  can  translocate  to  the  nucleus26,27  and  regulate  a  very  broad  spectrum  of 
downstream  targets,28,29  thus having an  impact on many  cellular processes. As  such, AKT 
effects  on  proliferation  and  cell  cycle  progression  have  been  shown  to  be  conveyed  by 
regulation of p53 (via murine double minute 2 (MDM2)) or NFκΒ (via inhibitor kappa B protein 
kinase  (Iκ‐K)).30  This  promotes  the  transcription  of  genes  involved  in  anti‐apoptotic  and 
proliferative  responses  such as X‐linked  inhibitor of apoptosis protein  (XIAP),  the apoptosis 
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19  deletions,  those with  non‐LRE  deletions  had  a  lower  response  to  EGFR‐specific  TKIs 





very  low  frequency  in  other  tumors  such  as  head  and  neck,  ovarian,  pancreatic,  and 
colorectal  cancers.45  Interestingly,  the mutations  occur  in  the ATP binding  cleft  of EGFR, 
which  is where  first‐generation  EGFR  TKIs  bind,  imparting  sensitivity  to  those  drugs.45,55 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































endpoint.  Furthermore,  a  randomized  phase  II  study  of Erlotinib  alone  or  in  combination 
with  the  IGF‐IR/insulin  receptor  TKI  OSI‐906,  in  patients  with  advanced  EGFR‐mutant 
NSCLC was  terminated  early  after  an  interim  analysis  in March  2013,  showing  that  there 
would be no benefit to the combination.92 
The  reasons  why  these  studies  failed  might  lie  in  the  complexity  of  the  TRK  signaling 
network  in general  and  especially  in  the  context of  cancer. With direct  alterations of  the 
involved  molecules,  changes  in  their  expression  and  abundance,  as  well  as  evasion  of 
inhibition by rerouting the signal along alternative pathways, tumors have many molecular 
mechanisms to become resistant to treatment. In addition, not only do the linear activations 





Consequently,  I  aim  to  investigate  the  activation  and  interactions  of  IGF‐1R  and  EGFR 
signaling, concentrating on the dynamic behavior of the pathway players. Special emphasis 
is put on effect of aberrant signaling of IGF‐1R and EGFR on the tumor cell dissemination, as 




Systems  biology  aims  to  describe  highly  complex  biological  systems  with mathematical 
concepts  and  computational models.  This  system‐level  approach  to  biology  has  roots  in 




omics”  age  in  biological  research,  the  scale  of  systems‐centered  investigations  became 
much larger. For example, in 2004, Westerhoff and Palsson argued that systems biology of 






activation  and  metabolics.  These  efforts  resulted  in  the  generation  of  comprehensive 
network maps. Although  these static “road maps” are  important,  to  really understand  the 
biology behind  them, we need  to know  the “traffic patterns”  in which  these pathways are 
activated.99  Thus,  the  current  focus  in  the  field  is  the  investigation  of  the  connectivity, 
crosstalk  and  dynamics  of  these  networks.  It  has  become  apparent  that  temporal 
dynamics,100,101  spatial  distribution,102,103  and  cell‐to‐cell  variability104‐106  are  key  systems 
properties that lead to context‐specific cellular responses. 
Cancer  research  is a prime  candidate  for  the  successful application of  systems biology.  It 
provides many  examples  of  entities  that,  after  first  being  thought  of  as  dependent  on  a 
single aberration, display strong  robustness against  targeted  treatment  (thus  representing 
complex systems to  investigate).  In contrast, there are only very few tumor entities whose 
pathology relies on a single molecular defect that can be efficiently managed by single agent 
treatments,  e.g.  a  subset  of  chronic  myeloid  leukemia  cases  that  respond  to  the  TKI 
Imatinib.107 
In  order  to  answer  biological  questions,  two  distinct  branches  of  computational  systems 
biology  have  proven  useful:  (1)  A  top  down  approach,  using  data  mining  in  large 
experimental datasets, to study emerging properties of the system, which would be missed 
using  the  traditional  reductionist approaches.  (2) A bottom up approach using simulation‐




Key  in  the  generation  of  useful  mathematical  models  is  choosing  the  right  modeling 
approach  for  the  observed  level  of  complexity.  If  quantitative  data  is  available  and  the 
system in focus is a relatively limited part of a signaling network, more detailed modeling of 
the chemical reactions involved becomes feasible. One of the established approaches to this 
more detailed modeling  is  the description of chemical  reaction networks  through ordinary 
differential equations (ODEs). Hereby, the rates of the reaction (i.e. association, dissociation, 
production  and degradation  of  the  individual molecular  species)  are  represented  through 
mass  action  kinetics110  or  the Michaelis‐Menten  approximations.111 One  big  advantage  of 
ODE models  is  the  integration  of  quantitative  and  time‐resolved  data,  thus  allowing  for 
interpretation and analysis of complex dynamic behavior on a molecular level. This can lead 




















































































































































































The  evasion  of  TRK  inhibition  via  rerouting  of  pro‐tumorigenic  signals  along  parallel 
signaling pathways is one of the central mechanisms in therapy resistance in NSCLC. While 
initially  promising,  clinical  studies  investigating  combinatorial  inhibition  approaches 
targeting EGFR and IGF‐1R ultimately failed to show benefit in patients, indicating the need 
for a better understanding of the molecular mechanisms and dynamics of these interactions. 
The  aim  of my  project  is  to  investigate  the  role  of  the  dynamic  crosstalk  between  the 




1. Establishing  novel  evaluation  methods  for  quantitative  time  resolved  2D  and  3D 
migration/invasion assays, followed by proof of principle investigations. 














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Brand, Frankfurt am Main, Germany 
Cell culture hood BioWizard Silverline Kojair Tech OY, Vilppula, Finnland 




Hettich, Tuttlingen, Germany 
Eppendorf, Hamburg, Germany 
Thermo Scientific, St. Leon Rot, 
Germany 
CO2 incubator Hera Cell 150 
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Thermo Scientific, St. Leon Rot, 
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Memmert, Schwabach, Germany 




Olympus, Hamburg, Germany 
CCD camera Hamamatsu  
ORCA-R2 
Hamamatsu Photonics Deutschland 
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Microscope Axiovert 25 Zeiss, Oberkochen, Germany 
FACS FACS-Calibur flow 
cytometer  
Becton-Dickinson, Heidelberg, Germany 
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chamber 




Microfuge Micro 200 HettichZentrifugen, Tuttlingen, Germany 
Microplatereader  FLUOstar Omega BMG Labtech, Ortenberg, Germany 
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Germany  
Microwave  Panasonic, Hamburg, Germany 
Orbital shaker Biometra WT17 Biometra, Göttingen, Germany 
PCR DNA Engine PTC 200 BioRad, Munich, Germany  
 Multi Cycler PTC  Biozym, Oldendorf, Germany 
Photometer  Eppendorf, Hamburg 
pH-Meter pH 210 
Microprocessor 
Hanna Instruments (Kehl am Rhein) 
Power supply EV 231 Consort, Turnhout, Belgium 
qRT-PCR 
Thermocycler 
StepOnePlus Applied Biosystems, Darmstadt, 
Germany 
Rolling shaker CAT RM5 NeoLab, Heidelberg, Germany 
Running chamber Mini PROTEAN Tetra 
Cell 
BioRad, Munich, Germany 
Spectrometer NanoDrop® ND-1000  Thermo Scientific, St. Leon Rot, 
Germany 
Thermoblock Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg, Germany 
Transfer chamber Mini PROTEAN Tetra 
Mini Trans Blot 
Module 
BioRad, Munich, Germany  
Western blot 
imaging system 
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temperature [°C] time  
50 2 min 
95 15 min 
95 15 s 
60 1 min 
 




temperature [°C] time  
95 15 s 
60 30 s 
95-60°C -0,5°C/5 s 
95 15 s 
 
First, cDNA dilution series (1:12.5, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 und 1:400) of all primer pairs were 
used  to  generate  standard  curves.  These  were  then  used  to  generate  relative  gene 
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Here,  the  time‐lapse  videos were  analyzed  by  particle  image  velocimetry  (PIV)122  using  a 
Matlab  implementation  (MatPIV).123  The method  is  based  on  defining  a  window  in  one 
image  and  computing  its  correlation with  pixel‐wise  shifted windows  of  the  subsequent 
frame. The windows in this analysis had a size of 64 x 64 pixels, with an image resolution of 
3.2  μm2  per  pixel.  Consecutive  windows  were  overlapping  each  other  by  50%,  yielding 
velocity vectors at  intervals of 32 pixels  (Figure 12 B). For every pair of  images, a velocity 
field  consisting of  speeds  (|v|),  x‐components  (direction perpendicular  to  the gap), and  y‐
components  (parallel  to  the  gap)  were  obtained.  Speed  dynamics  were  computed  by 
averaging the speeds of every frame. The resulting vector fields can be summed up over the 








in  a  similar way,  visualizing  the  gap  closure  (Figure  12  C  on  the  right).  For  all migration 







Figure 12: Overview over the particle  image velocimetry (PIV) technique. A. Stitched  images from  IBIDI 2D 
migration  assays.  Left:  phase  contrast,  Right:  HOECHST  staining  of  nuclei.  B.  Schematics  of  PIV.  Top: 
Distribution  of  rectangular  regions  of  interest  and  cross  correlation  between  two  time  points.  Bottom: 
HOECHST  staining  of  two  consecutive  time  points  and  the  resulting  velocity  vector  field  after  cross 
correlation (pictures kindly provided by Dr. F. Matthäus. C. Left: speed distribution from HOECHST staining. 
Intensities  were  summed  up  over  the  y‐axis  of  the  images  and  plotted  over  time.  Red  color  denotes 



































































































































































































































































































































































genetic background of  these  lines must have significant  impact on the biological outcome 
and data interpretation, in a first step a molecular characterization for both model systems 
was  performed  using  molecular  diagnostics  in  the  Institute  for  Pathology  (Table  15). 
Fluorescence‐in  situ hybridization  (FISH)  analysis  for  amplification of  c‐MET  and EGFR  as 
well  as  for  ALK  translocation  was  negative  in  both  cell  lines.  Sequencing  for  common 
aberrations in K‐Ras, B‐Raf, PIK3CA, and PTEN yielded negative results as well. Sequencing 
for EGFR mutations revealed the activating L858R and the T790M mutation, which confers 
resistance  to Erlotinib  in H1975, whereas H838 possesses non‐mutated wild  type  receptor. 
Additionally,  differentiation  markers  such  as  cytokeratins  (CK5/6,  CK7),  transcription 
intermediary  factor  1‐α  (TIF)  and p63 were  investigated: H838  showed CK7 positivity with 
CK5/6,  TIF  and  p63  being  negative, which  represents  a  poorly  differentiated  phenotype, 
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signal  elicited  only  a  low  response  in  ERK  and  a  strong  one  in  AKT.  Curiously,  double 
stimulation  reduced  the  activation  of  EGFR,  although  no  receptor  cross  activation  was 
detected.  Crosstalk  between  the  pathways  could  be  detected  in  AKT  phosphorylation, 
where  double  stimulation  resulted  in  an  additive  response.  ERK  showed  no  reduced 
phosphorylation  in  the  double  stimulation  compared  to  EGF  alone,  even  though  EGFR 




















































































































































































































































































































for pAKT  in  the unstimulated control,  the EGF, and  the double stimulation  treatment. For 
the  IGF‐1 treatment, the values and model fit diverged after 60 min with the  last two time 
points outside  the  confidence  interval. For pERK,  the  situation was  similar, with EGF and 
double  stimulation  showing  good  fits  to  the  data  points.  The  fit  for  IGF  treatment  in 
principle  showed  the  same  dynamic  as  the  data with  slight misalignment  at  15 min.  For 
pEGFR, all  four biological conditions were described by  the model. The  fits  for pIGFR also 
captured  the dynamics of  the control, EGF, and double stimulation. The  IGF‐1 stimulation 
dynamic  is  also  described  quite  well,  if  overestimating  the  maximal  activation  (the  fit 
overlaps  the  one  for  the  double  stimulation).  Lastly,  the  fits  for  the  total  EGFR  kinetics 
accurately described the depletion of EGFR under EGF and double stimulation. 





























The  profile‐likelihood  analysis  shown  in  Figure  19B  revealed  good  identifiability  of most 
parameters, with nine parameters being structurally non‐identifiable: The phosphorylation 
and dephosphorylation  constants  for both ERK and AKT  (k_dephos_AKT, k_dephos_ERK. 
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all  three  treatments,  probably  due  to  the  activating  L858 mutation.  In  contrast,  IGF‐1R 
phosphorylation  showed  clear  dose dependency with  a  steep  increase  in  activation  at  10 
ng/ml  and  a  slight  reduction  again  at  50  ng/ml.  EGF  treatment  showed  no  effect  and, 
consequently, double stimulation with 50 ng/ml of both IGF‐1 and EGF resulted in the same 
activation  as  IGF‐1  treatment  alone.  Surprisingly,  although  no  change  in  EGFR 
phosphorylation was  detectable,  downstream  activation  of  both  ERK  and AKT  after  EGF 
stimulation showed clear dose effects. ERK phosphorylation increased steeply until 10 ng/ml 
of EGF and then saturated. AKT phosphorylation after EGF stimulation also  increased until 
10  ng/ml,  followed  by  a  less  pronounced  increase with  50  ng/ml.  Stimulation with  IGF‐1 
generally  resulted  in  lower  responses, with ERK phosphorylation  saturating already at 0.1 
ng/ml whereas AKT  phosphorylation  saturated  at  10  ng/ml. Double  stimulation with EGF 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































Quantitative analysis over the complete  image stacks  (20 sequential  images) captured the 
dynamic  properties  of  this migration  phenotype  as  shown  in  Figure  26.  Plotting  the  cell 
density over space and time revealed that control cells closed the gap after approximately  





with highest  speeds  at  the  front  and  a  strong  activation  for  about 20 h.  In  cells with  FIR 
inhibition,  speed was  significantly  reduced overall. After  20 h no perpendicular migration 
was  detectable.  Speed  dynamics  of  cells  showed  initial  acceleration  and  subsequent 
deceleration of migration  in  the  control  conditions  (Figure 26C).  In  contrast, FIR  silencing 
significantly reduced the speeds and shortened the acceleration phase. Also the onset of gap 
closure was significantly delayed (controls: 15‐27 h; FIR  inhibition: 38‐65 h). Averaging over 
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CAS‐879127‐07‐8  EGFR (WT, L858R)  ATP  competitive  inhibition  of  EGFR 
phosphorylation 
Erlotinib  EGFR (WT, L858R)  Reversible blocking of ATP binding 








In  H838  cells,  this  inhibitor  treatment  resulted  in  clear  dose‐dependent  effects  on  both 
proliferation (measured through viability) and cell death (measured through the amount of 
free  DNA).  Figure  31  shows  the  resultant  cell  numbers  after  24  h,  48  h,  and  72h  after 
inhibition with Picropodophyllin (PPP) and CAS‐879127‐07‐8.  
 Inhibition of IGF‐1R with 10 µM of PPP resulted in the complete death of all cells. Lower 
doses  from 1 µM  to 1 nM showed  reduced proliferation after 48 h while not affecting 
cell death.  
 Inhibition  of  EGFR  with  the  three  TKIs  showed  similar  effects.  CAS‐879127‐07‐8 
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IL8  after  EGF  stimulation  could  be  very well  reproduced, with  spikes  in  the  first  2  h  and 
subsequently converging signals  in  the EGF and  the control. On  the other hand, while  the 
microarray expression of CTGF showed a narrow peak at 2 h, sinking back to base levels at 4 
h, the qRT‐PCR validation showed a sustained activation from 0.5 until 8 h before dropping 
back  to  starting  levels  and  below  the  control.  While  the  microarray  dataset  for  EGF 
stimulation  could  be  well  reproduced  and  validated  with  qRT‐PCR,  this  could  not  be 





























































IGF‐1  signaling  in  NSCLC  cells.  While  Western  immunoblot  and  microarray  analysis  showed 
















The aim of  this project was  to address  two  central problems with  regards  to NSCLC:  the 
evasion  of  inhibition  after  IGR‐1R  and/or  EGFR  perturbation  and  the  impact  of  these 
signaling  pathways  on  the  early  spread  of  NSCLC  cells.  To  this  end,  a  systems  biology 
approach was  implemented, with the generation of an ODE pathway model from dynamic 
signaling‐pathway  activation  data  with  a  high  temporal  resolution.  Furthermore,  the 
development  and  application  of  partly  novel,  semi‐automated  evaluation  algorithms  for 
migration and  invasion assays was pursued  in order  to generate quantitative data  in high 
spatial‐temporal resolutions that are suitable for the implementation in multi‐scale models. 
Linking  these different molecular and  cellular  scales  is of  central  importance,  since  it has 










The presented  lateral migration approach using  IBIDI  inserts and PIV evaluation  in a semi‐
automated  fashion  enables medium‐throughput  analysis  of  dynamic  collective migration 
behavior. Traditionally, migration has been evaluated by measuring  the areas  covered by 
cells and closing of a gap at distinct times (e.g. 24, 48 and 72 h) after scratching a confluent 
monolayer  of  cells with  a  pipette  tip  (the  so‐called  scratch‐assay).129  In  contrast  to  these 
scratches,  IBIDI  inserts produce gaps of a defined 500 µm width with high  reproducibility, 
which  is  advantageous  for  quantitative  modeling.  Furthermore,  for  automated  live  cell 
imaging approaches, using a 24‐well plate with one IBIDI chamber in each well increases the 
number of testable samples compared to manual scratching, which is only feasible in up to a 
plate  size of 12‐well plates due  to handling  issues. While manual  imaging has advantages 
with  regard  to  low  technical prerequisites and  sample quantity,  it  is  severely  limited with 
regards to temporal resolution and measurable parameters: few time points can be feasibly 
imaged  and  only  a  snapshot  evaluation  of  area  coverage  can  be  performed.  Therefore, 
information on dynamic changes in speed and cell morphology cannot be monitored.  
With  the  application  of  the  PIV  algorithm  presented  here,  which  was  developed  in 
cooperation with the Matthäus lab, the following important parameters for lateral migration 
can  be  obtained:  cell  density,  migration  speeds,  and  directionality  of  migration  (i.e. 
perpendicular  vs.  parallel  to  the  gap, which  can  be  correlated  to  directional  vs.  random 
movement) as well as, due  to  the high  temporal  resolution, acceleration and deceleration 
dynamics. The  importance of  this approach  is supported by  the work of others  illustrating 
that PIV approaches can be utilized on migration questions. Petitjean et al. investigated the 





motility.  In  particular,  due  to  the  distinct  spatial  information  gathered  through  the  PIV 
algorithm,  directed  movement  into  the  gap  could  be  differentiated  from  “random” 
movement perpendicular to the gap. Thus, not only the decrease in motility, but the specific 
reduction in directional migration could be demonstrated after silencing of FIR.  
More  importantly, the relevance of the continuous observation with  low time  intervals (i.e. 
90 min or  less between single frames) becomes apparent, as the moderate but statistically 
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significant  rescue  effect  of  IGF‐1  after  specific  silencing  of  EGFR  in  NSCLC  cells  was 




Another  advantage of  the  technique presented here  is  it's general  applicability  for  image 
stacks  recorded with any  live‐cell  imaging setup. While  the ability  to  image nuclear stains 
(e.g. using HOECHST dye)  is generally of advantage and necessary  for  the analysis of cell 
density distributions, PIV‐based  speed  analysis  also works  on bright  field  images,  further 
reducing technical hurdles.  
Finally,  the  quantitative  nature  and  high  spatio‐temporal  resolution make  these  datasets 
ideal  for modeling purposes.  Indeed, modeling of 2D migration has been an active  field  in 






describe  the  mechanical  interaction  of  the  cells  more  realistically  and  capture  cell‐cell 
interactions more accurately.135 Where  IBMs model  low numbers of  cells with parameters 
describing  single  cells,  continuum  models  employ  a  top‐down  approach.  As  such,  they 
describe  larger  cell populations with  the dynamics of  local parameter means. The model, 
which  is  currently  developed  by  the  Matthäus  group  (building  on  previous  work  from 
Middleton  et  al.136),  connects  both  approaches  and  aims  to  extrapolate  individual  cell 
properties from the collective migration datasets. 
In conclusion, combining the PIV‐based evaluation algorithm with the experimental 24‐well 



















































































































































































































































functional,  and  environmental  properties, which  closely  resemble  the  in  vivo  situation  in 
non‐vascular tumors.141 For example, the distribution of important nutrients like glucose and 
oxygen decreases along a gradient towards the center of the spheroid. Likewise, metabolic 
products  like  lactate and metabolic waste  increase along the same axis. Factors  like extra‐
cellular matrix  (ECM)  and  basal membrane  production  and  its  dissemination  also  show  a 
realistic spatial distribution. This results  in a spread of  living, quiescent, and dead cells that 
mirrors the actual structure in solid tumor nodules. The second important advantage of this 
model system compared  to other 3D approaches  is  the  relative ease of handling and high 











central  spheroid  is  the  relevant  parameter  of  these  screenings,  analysis  usually  does  not 
include  sprouting  efficiency  or  detachment  of  cells.  The  novel  evaluation  algorithm  Ti‐
Quant‐BF‐2D  allows  the  analysis of  all  these parameters on  live‐cell  imaging data with  a 
high temporal resolution (90 min or less).The list of parameters, which are thus evaluable, is 
the  following:  total  spheroid area, area of  the main  spheroid, area of  sprouts, number of 
detached cells, estimated radius, radius of gyration, and cell density distribution. 
Other  groups  have  also  put  efforts  into  developing  evaluation  methods  for  spheroid‐




to  toxicity146 and acquisition  time. Also, by detecting  the nuclei of  invading cells, one  runs 
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the  risk  of  severely  underestimating  the  invasion  distance  and  behavior,  since  the  cells 
frequently show elongated phenotypes (see Figure 27). The evaluation presented here takes 
this  into  account  as  represented  by  the  radius  of  gyration  parameter.  However,  one 
advantage  of  previous  algorithms  is  the  ability  to  analyze  single  spheroids  without  the 
influence of other nearby spheroids in the same gel.145 While this influence can be mitigated 
by choosing isolated spheroids in the gel, paracrine effects cannot be completely excluded in 
the  approach  presented  here.  Ultimately,  the  experimental  approach  and  evaluation 
algorithm presented here provide a very useful tool for systems‐biology research‐endeavors, 
and  can  improve  on  other  approaches  for  commercial  high‐throughput  screening‐
applications.145 





Manual  evaluation  of H1975  spheroids  subjected  to  IGF‐1  and/or EGF  stimulation did  not 
show any  significant effect on overall  spheroid growth and  sprouting. Applying  the novel 
algorithm  to  the  evaluation  of  H1975  spheroids  after  IGF‐1  and  EGF  treatment  might 
uncover effects of EGF and IGF‐1 treatment that were not visible using traditional evaluation 
methods.  
Several mathematical models were  proposed  that  link  the  growth  kinetics  on  the multi‐
cellular level (radius/volume in time) to cellular mechanisms (cell growth, contact inhibition, 
nutrient limitation, etc.), either as continuum models for component densities evolving over 
time and space  (using PDEs)147,148or agent based models  (ABMs)  that model cells and  their 
behavior (growth, division, movement, death)  individually.149 Models based on quantitative 
bright  field  imaging  approaches  like  the  one  presented  here  have  been  published  by 
Frieboes et al.150  in a Non‐Hodgkin  lymphoma  setting and Macklin et al.  to predict ductal 


























































































































































































































































































leading  to  a  “masked”  activation  of  the  EGFR  that  already  leads  to  degradation  after 
internalization.  For  example,  Jiang  et  al.  reported  that  next  to  Tyr1068,  Tyr1086  was 
responsible for Grb2 dependent and clathrin‐mediated  internalization of activated EGFR  in 
the  first  minutes  after  EGF  stimulation156  and  Tanos  et  al.  showed  the  involvement  of 
Tyr1173  in  Abl  regulated  EGFR  internalization.157  A  systematic  analysis  of  phospho‐site‐
specific EGFR internalization efficiency has not been performed yet.  
On  the other hand, clathrin‐mediated endocytosis of  ligand‐bound  receptors  is a very  fast 
process with a rate constant Ke of up to 0.6 min‐1.158 Thus the noticeable drop in total EGFR 
amounts might be explained by biology, with the subsequent plateau being explained by the 
upregulation  of  rapid  recycling  after  10 minutes  resulting  in  a  new  steady  state.  In  the 
model, the assumed Ke is decidedly lower with 0.01 min‐1.This discrepancy to the literature 
data  can  be  attributed  to  the  simplifications  in  the model.  For  example,  the model  only 
considers  internalization of activated  receptors. The actual endocytosis  rates and dynamic 
behavior of EGFR after stimulation and ligand binding is under investigation by cooperation 
partners  in the LungSysII consortium  in the Single‐Molecule Spectroscopy Research Group 
of  Prof. Dr. D. Herten  (Cellnetworks  Cluster  and  Inst.  for  Physical Chemistry, Heidelberg 




the  EGFR  activation  in  terms  of  speed  of  response, with maximal  activation  levels  being 
reached  at  10 minutes. Whereas  EGFR  activation was  transient,  IGF‐1R  phosphorylation 
displayed a sustained activation on the maximal  level until 2 hours before slowly declining. 
Guakova  et  al.  showed  a  similarly  sustained  IGF‐1R  activation  in  breast  cancer  cells,159 
whereas Hallak  et  al.  demonstrated  a more  transient  activation  in  rat  hepatocytes160.  In 
contrast to the reducing effect of double stimulation on EGFR activation, both the dynamic 
as well  as  total  strength  of  response  of  IGF‐1R  phosphorylation  stayed  the  same  in  the 
double  stimulation compared  to  treatment with  IGF‐1 alone. Equally,  in contrast  to EGFR 
internalization after EGF administration,  total  IGF‐1R  levels also  stayed  constant over  the 
observed time. 
C. Downstream effectors 
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Downstream  of  the  receptors,  ERK  and AKT  activation  behaved  different with  regard  to 
stimulation with EGF, IGF‐1, or both cytokines. For the treatment with single growth factors, 
the dynamics of phosphorylated AKT followed those of the activated receptors, albeit with a 
somewhat  reduced  strength  of  response  and  a  delay  of  5  to  10 minutes.  As  such,  AKT 





Double  stimulation  shows  an  additive  effect  on AKT  compared  to  the  single  treatments, 
with  a  higher maximum  activation being  reached  after  15 minutes  and  a more  sustained 
dynamic  compared  to EGF  stimulation. Neither  complete  addition  of  the  signals  nor  any 
synergistic effects could be detected, as the signal of the double stimulation does not equal 
the sum of both single stimulations at the maximum signal intensity at 15 minutes. At later 
time  points  (e.g.  at  60 minutes  and  later)  this  is  achieved  and  the  signal  strength  in  the 
double  stimulation does equal  the  sum of both  single  stimulations. A  first explanation  for 
this follows from the receptor activation dynamics: the down regulation of EGFR activation 
in  the  double  stimulation  compared  to  EGF  alone  would  explain  the  reduced  signal. 












stimulation  is able  to compensate  for  the  reduced EGFR signaling. Again, after  taking  the 
model parameters into account, saturation of ERK activation can be disregarded in favor of 
the compensation via IGF‐1R activation.  
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Summing  up,  in H838  cells,  EGF  stimulation  activated  both AKT  and  ERK with  a  similar 
dynamic of the receptor activation. IGF‐1 signaling is transmitted more prominently via AKT, 
with  only  low  ERK  activation.  Double  stimulation  shows  some  additive  effects  on  AKT 
signalingand  to a  lesser extent on ERK signaling. Concerning  the direct crosstalk between 




called  a paradigm  for  systems biology.167 Accordingly,  a number of EGF pathway models 
have  been  published  over  the  years,  with  some  taking  into  account  the  activation 
dynamics168  and  crosstalk  between  EGFR  and  other  TRKs  like  IGF‐1R.169  However,  the 
approach  reported  here  has major  advantages  over  others.  For  one, most models were 
either  based  on  standard  cell‐culture  cell‐lines  like  HeLa,168  which  is  probably  not 
informative for NSCLC cell lines, or do not incorporate measured pathway activation data at 









driven  approach  to  ODE  models  as  used  in  the  present  study  seems  warranted,  if  not 
downright necessary. 




incur  the  risk  of  overfitting  and  unidentifiability  if  too many model  components  are  not 
supported by measured data. 
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Additionally,  publications  like  the  ones  from Csete  et  al.  showed  that  a  complex  system 
could still give  rise  to simple behavior as a characteristic of  robust systems.170 Thus, when 
focusing on the behavior of central pathway nodes, most of the complexity of the upstream 
signaling pathways can be  ignored. This  is supported when comparing  the ERK data  from 
my  study  to  previously  published  results  from Bianconi  et  al.  that  used  a more  complex 
pathway model, 169 as our (simple) model yields a comparable dynamic behavior. 
EGF and IGF‐1 dose effect in H838 and model refinement 



















•  The  constitutively  active  EGFR  receptor  partly  leads  to  insensitivity  against  EGF 
stimulation in the pEGFR measurements.  
•  IGF‐1R is strongly activated (as also shown by Peled et al.171) and this activation shows a 
transient  behavior with  a  narrow  peak  shape  comparable  to  findings  by Hallak  et  al. 




phosphorylation  reacts  to  EGF  stimulation  even  though  no  change  in  EGFR  Tyr1068 
phospho  site could be detected.  In contrast,  IGF‐1  treatment  results  in only a very  low 
activation of ERK, even though the receptor showed a clear activation. 
•  For AKT, only  the double stimulation  resulted  in measurable phosphorylation, with  the 
maximum being reached at 15 minutes followed by a sustained response, similar to the 
findings of Ma et al.162 and Bijur et al.164 for IGF‐1 stimulation. 
Interestingly,  the dose‐response experiments  in H1975 showed a better accordance  to  the 
kinetics dataset than was the case for H838: 
•  EGFR activation showed the same insensitivity for a wide range of concentrations.  
•  IGF‐1R activation  showed  saturation of  signal at 10 ng/ml, with no difference between 
stimulation with just IGF‐1 and the double treatment. 
•  ERK phosphorylation showed a similar behavior as with  the  time courses, saturating at  
10 ng/ml of EGF and double stimulation. 


































































































































































































































From  the  lack of phenotypes after  stimulation with  IGF and/or EGF,  the  conclusion arises 
that  the cells might need  to be primed  for migration by a combination of growth  factors, 
which  is  then  taken  advantage  of  by  increased  EGF  and/or  IGF‐1  signaling.  In  order  to 
investigate this hypothesis, the functional effects of EGFR and  IGF‐1R  inhibition on NSCLC 
cells under full propagation medium with FCS were studied. Inhibition of signaling through 
small molecule TKIs  is  inherently  less specific than stimulation with specific  ligands, due to 
possible  off‐target  effects.176 To  control  for  these  effects,  three  different  EGFR  inhibitors 
were used: Erlotinib, Afatinib and CAS‐879127‐07‐8. While both Erlotinib andCAS‐879127‐
07‐8  inhibit  the EGFR by  reversibly binding  to  the ATP  site of  the EGFR kinase domain,177 
Afatinib  inhibition  functions by  irreversibly binding  to  the ATP site via sulfate bridges.48  In 
the  experimental  setup  used  in  this  study,  all  three  inhibitors  effectively  impair  cell 








used  inhibitors  in  the  proliferation  assays.  Whereas  H838  showed  a  distinct  threshold 
behavior,  where  the  response  increased  drastically  between  two  of  the  tested 
concentrations  (e.g. hardly any  impact on proliferation  for 1 µM of Afatinib and complete 
abolishment  of  proliferation  at  10  µM),  H1975  showed  a  gradual  increase  of  the  dose 
response  for all  tested  inhibitors. For  the EGFR  inhibition,  this might be explained by  the 
increased affinity of EGFR  to ATP  in H1975 cells due  to  the T790M mutation, which could 
reduce  the  sensitivity  for  all  inhibitory  treatments.  However,  as  the  response  to  IGF‐1R 




of  ERK,  respectively  (private  correspondence  with  Prof.  U.  Klingmüller).  Thus  different 
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stoichiometry  of  cellular  downstream  effectors  might  explain  the  observed  differences 
between the inhibitors in the cell systems used.  
Rescue of migration after EGFR inhibition 
In order  to  further support  the hypothesis of EGF and  IGF‐1 pathway  interconnection,  the 
rescue of the observed phenotypes after inhibition of EGFR and IGF‐1R by stimulation with 
the  opposite  growth  factor  was  investigated.  Neither  of  the  experiments  resulted  in  a 
measurable  rescue  effect  on  proliferation  and  apoptosis  for  H838  nor  H1975  cells. 
Interestingly, for 2D migration, stimulation with IGF‐1 after EGFR inhibition with 50 nM CAS‐
879127‐07‐8  resulted  in a significant and  temporally  limited, but nevertheless  reproducible 
increase in migration compared to the EGFR inhibition alone.  
Similar  findings have been published  for HGF, which  rescued EGFR  inhibition  in colorectal 
cancer179 and NSCLC180 as well as for EGF, HGF, and FGF in a multi‐kinase inhibitor setting in 
pediatric  low grade astrocytoma and ependymoma181,  indicating that the rescue of specific 
pathway  inhibition by parallel acting  cytokines  is a general mechanism  in  cancer  cells. As 
also demonstrated  in these and other studies, the rescue effect shown here  is only partial, 
which is in accordance with findings from Jameson et al.81 This makes sense in the context of 
the  complex  signaling  system,  as  also  implied  in  the  results  of  EGF  and  IGF  stimulation 
presented here: The ultimate phenotype depends on the interplay of more than two growth 
factors.  The  increase  in  AKT  activation  under  double  stimulation  shown  here  for  H1975 
indicates  that  the  partial  rescue  via  IGF‐1  stimulation might be  facilitated by AKT  in  this 
experimental setting. 
5.5 Transcriptional effects of IGF‐1 and EGF stimulation 




cooperation  partners  in  the  LungSysII  consortium  (M.  Albrecht  from  the  group  of  
Dr. F. Matthäus), GO annotation was performed and gene responses were ranked according 
to expression change over the total time course. Using qRT‐PCR investigations, genes with 
GO  terms  connected  to migration  and  invasion were  chosen  to  validate  the microarray 
results.  EGF  responding  genes  such  as  CTGF,  AREG,  and  IL8  could  be  validated  at  the 
transcript level.  
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GO  terms  for  CTGF  indicate  a  connection  to  migration  and  cell  matrix  adhesion. 
Interestingly, CTGF overexpression has been  found  to suppress AKT activation after  IGF‐1 
stimulation, and ERK activation after EGF stimulation.182 As the EGFR is constitutively active 
in H1975 cells, this mechanism might be in part responsible for the low activation of AKT in 
these  cells.  Also,  together with  the  activation  seen  after  EGF  stimulation,  this  points  to 
CTGF facilitating the transient shape of ERK activation. AREG on the other hand yielded GO 
terms connected to DNA replication and cell proliferation. Nevertheless,  in ovarian cancer, 
AREG has been  shown  to  induce  cell  invasion.183 Additionally,  it has been  linked  to  IGF‐1 
signaling  in NSCLC,184  thus  presenting  a  promising  target  for  therapy.185  Finally,  IL8 GO 
annotation  points  toward  roles  in  proliferation  but  also  cell  adhesion  and  chemotaxis. 
Accordingly,  in NSCLC,  IL8 has been shown  to stimulate proliferation,186 whereas  invasion 
enhancing effects could be shown in breast cancer cells.187 
In contrast, genes that were identified as responding to IGF‐1 stimulation on the microarray 






patients, as  introduced  in 1.1.1.Therefore, controlling the early spread and  invasion of  lung 
cancer cells promises to increase patient survival. Accordingly, migration and invasion have 
been  important  output  parameters  for  in  vitro  experiments  regarding  cancer  and NSCLC 
therapy.188‐190 The results presented here further underpin the importance of EGFR and IGF1‐
R  signaling  in NSCLC, by  showing both  reduction of proliferation  and, more  importantly, 
migration after inhibition of both IGF‐1R and EGFR. Additionally, the microarray analysis of 
especially EGF stimulated H1975 substantiates the impact of EGF on NSCLC cell migration. 
The second  important contributor to the  low 5‐year survival of NSCLC  is the emergence of 
acquired  resistances  to  TKI  treatment  generally  limiting  therapy.10  The  most  common 
mechanisms  here  are  secondary mutations.  For  instance, up  to 60% of patients with TKI 
resistant  EGFR‐mutant  NSCLC  harbor  the  T790M mutation  in  the  threonine  gatekeeper 
residue  in  addition  to  the  activating  L858R  mutations  or  exon  19  deletions.60,61,191  As 
introduced  in  1.2.3,  a  second  generation  of  EGFR  inhibitors  have  been  developed  that 
showed  potency  against T790M mutated  cells  in  preclinical models,48,192 but  also  showed 
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only modest effects  in clinical studies with patients  that had developed  resistance against 
Erlotinib or Gefitinib.193,194 One reason for this, as hypothesized by Cortot et al., could be the 
relatively  low  achievable  drug  concentration  in  patients  vs  the  in  vitro  studies.90  This  is 
corroborated  by  further  in  vitro  studies  that  showed  emergence  of  T790M mutant  cells 
under treatment with similarly low concentration of Afatinib.195,196 Accordingly, Cortot at al. 
identified  combinatorial  treatment  strategies  of  efficient  T790M  inhibition  together with 
IGF‐1R inhibition that prevented the emergence of drug resistant clones in vitro.90  
The  results of  the study presented here also support an  impact of  IGF‐1R signaling on  the 
resistance of NSCLC cells against EGFR  inhibition. Firstly,  IGF‐1R and EGFR activation was 
transmitted  along  the  same  downstream  effectors  ERK  and  AKT,  albeit  with  different 
activation dynamics. Secondly, while no effect on proliferation could be shown here,  IGF‐1 
signaling could rescue the reduction of migration after EGFR inhibition. 
Concerning  the  molecular  mechanisms,  an  additional  factor  worth  considering  in  the 
contributions of the IGF signaling system to acquired resistance of NSCLC is the role of IGF‐
binding proteins (IGFBPs), that control IGF‐1R signaling through the binding of ligands. For 
example,  IGFBP‐3  secretion  was  reduced  and  lead  to  increased  activity  of  the 
IGF1R/PI3K/AKT pathways in NSCLC lines with acquired resistance to Gefitinib or Erlotinib88 
as well as cisplatin resistant cells197. These studies have been conducted in cells, which were 










they  are  contributors  in  a  more  complex  growth‐factor  signaling‐network.  It  will  be  of 
importance  to  further  investigate  the dynamic  interactions between  large  subsets of  this 
network  to engage kinase  switching and other  forms of acquired  resistance and elucidate 
possible  points  of  intervention  for  novel  therapies.  The  novel  phenotypical  evaluation 
algorithms  delivered  useful  quantitative  data  for modeling  approaches,  and  the  resulting 
data were used as a basis for agent‐based modeling of NSCLC migration. In the framework 
of the LungSys consortium, the data and models generated in this work will be used as the 
basis  for  integrated  multiscale  modeling  of  the  complex  conditions  governing  NSCLC 
migration and the relevant cell signaling. Going forward, the ODE model generated here will 
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